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tu m or c olo ny fo r ming a s sayくT C F AJ に よ る制癌剤感受性試験は ， 臨床 に お け る治療効果と高い
相関を示 す と して 注目され て き て い る ． しか し， 悪性骨軟部腫瘍，特 に 骨肉腰に 対 して は T C F A はコ ロ ニ ー
形成能， コ ロ ニ ー 形成率が 低い と の理 由か ら， ほと ん ど試 み られ て い ない ． 本研究は ， 従来の癌腫 系に行
われ て い る Salm o n及 Ha mbu rge rの 原法に よる T C F A を改良 して， 骨肉腫 に お い て も利用 で きる方法
を開発 す る こ と を目的と した． 著者 の方法 は T C F A の た めの 細胞を収集す るに あたっ て， 腰瘍 を酵素的に処
理 して単離細胞浮遊液 を調整 し， い っ た ん 単 層培養 を行 い い － 2世代分裂増殖 した腫 瘍細胞 を獲得した
後， a S Say に用い る方法であ る． 骨肉腫 15症例 ， 23検体 を用 い て T C F Aを施行 した ． 原法で は， コ ロ ニ ー
形成能く5個以上 の コ ロ ニ ー 形成を認 めた も の，71．4％， コ ロ ニ ー 形成率 くコ ロ ニ ー 数ノ播種 した腫 瘍細胞
数XlOO％川 ．0039 士0．0025 とい ずれ も低率 で あ っ た ． 改良法 に よ る と， コ ロ ニ ー 形成能．91．3％， コ ロ ニ ー
形成率 0．0164 士0．0121 と原法 に 比較 して 著明に 上昇 した． 特 に 感受性判定能率く30個以 上 の コ ロ ニ ー 形成
を認 めた ものコは庶法の 26．6％か ら， 本法の 78．3％ と有意 に 高 くな っ た ． 改良法に よる 骨肉腰 6検体， 5
薬剤 を対象と した制癌剤感受性試験の結果 は， 原法 に よ る それ とほ ぼ 一 致す るも の で あ っ た くpく0．0い こ
と よ り， 骨肉腰の 制癌剤感受性試験に お い て改良法が有 用 な手段 とな る こ とが 示 され た ．
Key w o rds o ste os a rc o m a， tu m O r C Olo ny for ming a ss ay， Che m os en sitivity，
do uble s oft agar， m O n Olayer cultiv atio n．
制癌剤を用 い て の 化学療法 は， 悪性腫瘍 に 対す る治
療体系の 一 環 と して不可欠と な っ て き て い るが ， 腫瘍
の 制癌剤感受性は腫瘍の 発生 した臓器に よ り， あ る い
は， 同 一 病理 組織像 を示 す腫瘍 に お い て ， さ ら に は，
同 一 個体で も時期に よ っ て そ れ ぞれ 異な る こ と は数多
くの報告り21よ りよ く知 られ て い る． 一 方 ， 多剤併用投
与の 中に は無効 と な っ て い る も の も あ り， こ れ が か
え っ て生体の 防御機構 を阻害 し， 宿主 抵抗を弱 めて い
る可能性も高い 釘． こ れ ら の こ とは ， 整形外科領域の 悪
性腫瘍， 特 に骨肉腫に お い て も 同様 で あ り， 腫瘍構成
細胞や腫瘍増殖態度が癌腫以上 に 種々 変化に 富 ん で い
るだ けに ， 個々 の腫瘍 に 最 も効果的な制癌剤 を選択 し，
無効な薬剤 を見極 める こ とが 重要である．
A bbreviatio ns こA C D， a Ctin o mycin D三 A C R，
今 日ま で に 組織器官培養法4ト 61， 細胞化学的方法7彗
核酸前駆物質指標9I 川， 免疫抑制 マ ウ ス や ヌ ー ドマ ウス
移植腰瘍 な どを用 い た制癌剤感受性試験1 1 ト 1 釘が試行
さ れて き た が， い ずれ の 方法も 一 長 一 短 が あり， また
in vitro で の 成績 と 臨床効果と が必 ず しも 一 致しない
な どの 問題点があ っ た ．
Salm o n8t H a mbu rge r川 は ， 二 重 軟寒天培地を駆
使 し て tu m o r c olo nyfo rming a s sayくT C F Alを確立
し， 制癌剤 に よ る コ ロ ニ ー 形成抑制率 を判定する こと
に よ り， 制癌剤の 抗腫瘍効果 をin vi troで 評価した．
本法が 感受性試験の 結果 と対象と す る症例の 臨床反応
に ， 高い 相 関性が み ら れ る こ と を明 らか と し， 一 躍注
目 を浴び る よう に な っ た
．
しか し， T C FA は肉腫系に
a clar ubicinニ A D R， adria mycinニ C D D P， Cis
一
platin u mI C M Rし1066， Con n aught Medic al Rese arch Labor atory M edia－1066三C P M， 4
－
hydr oper o xy cyclophospha mideニ C X T， C O n C e ntr atio n－tim epr odu叶 D E A E－de xtr an， diethyl
．
骨肉腫の tu m o r c olony fo r ming assay
別 －て ， コ ロ ニ
ー 形 成能 は癌腫 系の そ れ と比 較 して 著
しく低い 点が指摘さ れ て お り
1 51瑚
， 制癌剤感受性試験
として は十分 に応用 され てい な い ． そ こ で ， 著者は骨
肉腫採取材料 をい っ た ん単層培養系 に 移行 し た 上 で





工 ． 材 料
実験に 供 した 材料 は， 1983年8月よ り約1年間 に 当
教室 に お い て 骨肉腫原発巣， あ る い は肺転移巣 に 対 し
て手術を行 っ た 15症例， 23検体 であ る く表1J． 内訳
Table l． Clinic al cha r a cteristic s a nd data of T C FUs of oste o sa rc o m a．
Age Prim ary
ノ tu m or
CaseSe xS site
So ur c e十
qf
Spe C l men
Sta nda rd m ethod Modified m ethod
Of No． of

















4－1 12lm fe m u r
4－2
5 50lm pel vis
6r1 21lm tibia
6－2
7－1 13ノm h um e r u S
7－2
7－1 71 f tibia
8－2






















































































































0．0085 74．2 0．01 48
0．0036 151．2 0．0302



















17 n otdo n e
no gr o wth










18．7土 4 ．4 19．3土1 2
■8 0－0039士0．0025 81 ．2＋60
，3 0．0164 士0．0121
S m， m aleこf， fe m ale．
十 B， biopsy spe cim e nIS， S urgical m ateriali M ， m etaStatic m ate rialfr om lu ng．
ヰ period of m o nolaye r c ultiv atio n．
事 象 5xlOs c ells plated perdish．
ヰ Plating effic e n cy， Nu mbe r of c olo nie sln u mber of nu cle ated c ells plated xlOO％
amin oethyl－de xtr 町 D TI C， dim ethyltria z en oimidaz ole c arbax a mideニ E D T A， ethyle n e－
dia minetetra a c etic a cidニ FC S，fetalc alfser u町 H I，he at－in activ atedi M T X， methotr e x atei
NIC， n uCle arlcelli PE， plating effic ency ニP S， pe nicillin e＋Str eptOmyCin s olution3 R P M I．
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は， 原発巣の 生検材料 6検体， 手術材料 9検体 ， 肺転
移巣材料 8検体 で ある．
口 ． 新鮮腫瘍材料の 処 理法
手術あ る い は生検 に よ り得 ら れ た腫瘍片を Sal皿 O n
及こ Ha mbu rge r
1 71ぉ よ び 井上 ら 嘲 の 方法 に 従 っ て ，
M cCoy
，
s5Aw ash に と り ， で き る だ けす み や か に 無菌
的に ハ サ ミ で珊切 した． M cCoy
，
s5 Aw a sh は， M cCoy
7
s5 A培養液くGibc o1500ml に べ ニ シ リ ン， ス ト レ プ ト
マ イ シ ン 亡PenicillinlStr epto mycin s olutio n lO，000
unitsくP S， Gibc oIコ5ml と he at－in a ctiv ated tH Iln e w
bo rn c alfs er u mくGibc oJ50ml を加 えた も の で ある．
細 切 さ れ た 腫 瘍材料 を酵 素 カ ク テ ル 亡Ha nk
，
s
b alan c ed salt s olutio nくGibc oナ＋ c ollagenasety pe l
くSigm aIO．2 mglml， D Na s eI くSigm alO．2 m glml，





s5Aw a sh に て 1 回洗浄 した． さ
ら に ， ス テ ン レ ス 製 メ ッ シ ュ く50メ ッ シ ュ1で ろ過 し，
ろ液 を 25 ゲー ジ注射針 で 注射簡内に 吸 引 して集 め，単
離細胞浮遊液 を作成 した く図 い ． その 際， 0 ．5％トリ
バ ン プ ル ー 染色 に よ り， 有核生 細胞数 を算定 した．
1王I． 単層培養系 へ の 移 行 法
R P M I－1640培養液 亡15％H I－fetalc alfser u mくF C S，
Gibc oう十 1 ％P Sコを用 い て， 単離細胞浮遊液の 状態と
な っ た腫瘍細胞は pla stic fla skくCo rning，ガ251001内
で単層培養を行 っ た． 培養液の 交換 は培養開始 2 旬 3
日目 に 行 っ た後 は5 日 ご とに 交換 した． 37
0
C の下 で ，
2 へ 3週で 腫瘍細胞が シ ー ト状 に な る の を確認 し く図
2 al， 0 ．0 25％try psin ＋0．02％ethylene dia min e
tetr a a c etic a cidくE DTAl に よ り再び単離細胞浮遊液
と して 調整 したく図り ． こ れ ら の 細胞浮遊液も トリ バ
ン プ ル ー 染色 に よ り生 細胞数を算定 し， 3 X lO
6個ノml
と な る よう に 調整 した．
1V ． ニ 重 軟寒天 培地 の 準備
1 ． Ba s elayerの 作成





s5 A培 養液5 00ml に 50 miの F C S， 25ml
の H I－R5血 清 くGibc ol， 5 ml ピル ビ ン 酸ナ ト リ ウ ム
e2．2％l，1 mlし セ リ ンく21m glml ，5ml L． グル タ ミ
ン く200m Ml と 5ml P S を加 えて 作成 した ．
21 Plating m ediu m
40mlen riched McCoy
，
s5 A培養液に ， 10mltry ptic
soy br oth く3％， Difc ol， 0 ．6ml L－ ア ス パ ラ ギ ンく6．6
m glmll， お よ び 0．3 ml D E A E－ デ キ ス ト ラ ンe50mgl
mi，ぞhar macialを使用直前 に 加 えた も の を使用 した．
3 1 Ba s elaye rくフ ィ ー ダ ー 層う
3％bacto aga rのifc ol を， 56
0
Cの 浴 槽に て 保温し
て使 用 し た ． plating m ediu m と 混 合 し， 最終濃度
0．5％の 軟寒 天 と な る よ う に 調整 し， その 1ml を35
m m ベ ト リ ディ ッ シ ュ くCo rning，揮250001 に 播き， 二
重軟寒天培地の 下 層と した．
1 I Spe cim e n 忘表
啓
皿 Dis ag gr egate to
Slngle c elt
S U SPe nSio n
Withe n zym e
ST A N D A R D M E T H O D
く5I Dr ug
in c ubatio n
M O DI FIE DM ET HO D





CuJtiv ate tu m orc ells
in R P M卜1 餌Om edia
with 15 ％ F C S
O
Ha r ve st a 5 Slngle
C ells u spe nsio n
くTrYPSin a nd E D瑚
f61 wa sh pe－ls 蝕 QQQQ
P 輌 ．n aga r琶沌射ヨG
邸
t71 Ln c ubate dishe sfo r1 4 days く3 T Cl
移
柑I Co u nt c olo nie s蓉
Tum or
Co10 ny
Fig．1． Flo w diagr a m of steps in tu m o r c olony
fo r ming a ssayくT C F AIofo ste o s arc o m a．
用 Fr e sh solidtum or was obtain ed fr o mbiopsyor
ope r atio n m aterials． 榔 T he c ells fro mtum or
w e redisag gr egatedto pr epa re single cellsuspen
－
sio n e n zym atic allyくC Ollagen a s ety pe l ， D Nase
I ， Pr O n a SeJ． く剖 T hetu m o r c ells w er e cultiv ated
in P R M I．1640m ediu m with15％ fetalc alfse rum
くF C Slu ntilthefo rm ation ofc ellshe et in abottle．
刷 T he c ells w e reha r v e sted a s refin edsingle cell
su spension by try psin a nd E D T A， く51Thetum or
c e11s w e rein c ubated in te st tube s with drugS Or
c o ntrol m ediu m fo rl ho u r． 湘 T he c ells w ere
then w a shed o uta nd platedinto do uble s oftagElr
in Petri dishe s． m T hedishes w e rein c ubatedfor
14daysto pe r mit tu m o r c olo ny gr o wth． 潮 T
he
number of tu m o r c olo niesin e a ch dishesw as
c o u nted u nde r a micr o s c ope o r witb a n a utom atic
pa rticle c o u nter a nd c alc ulated the percen
t
C Olo nyinhibitio n．
1640， Rosw ell Park Me m orialInstittlte M edia
－1640ニ TCF A， tu m Or C Olony forming assayこ
T C F Us， tu m Or C Olony fo r ming unitsi V C R， Vin cristin e．
骨肉腫 の tu m o r c olo nyfor ming a ss ay
2 ． Platinglayerの 作成
11 Enriched C M R し1066培養液
C MR し1066くGibc o1500mi に 75ml馬 血 清， 20ml
塩化カ ル シ ウム く100m Ml， 10 mlイ ン シ ュ リ ン レ
ギ ュ ラ ー ， 100 UJ
l
mll， 10 ml L グル タ ミ ン， 5 ml ビ
タミ ン C く30 m Ml， 5ml PSを加え て 作成 した．
21 Do uble en riched C M R L培養液
en riched CM R L培養液40mlに つ き， 0．6 mi しア
スパラギ ン，0．3 ml D E A E ザ キス トラ ンお よび0．4m1 2－
メ ルカ プ トエ タ ノ ー ル く0．5x lO．3M l を使用直前 に加
えたもの を用 い た．
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31 Platinglaye r
l デ ィ ッ シ ュ 当 た り 5 xlO5偶の 細胞密度 に な る よ
う に ， do uble e n riched C M R Lと最終濃度 0．3％の 軟
寒天 の 混合液中に 浮 遊さ せ たく56
0
Cユ． これ を ， 先に 作
成 して お い た ba s elayerの 上 へ 重 層させ た く図3l．
V
． 薬剤感受性試 験
1 ． 1 時間接触の 場合
3 X lO6個ノmlの 細胞浮遊液 0．5 m ほ ，0．15 mlの 薬
剤と ，0．85ml McCoy
，
s5 Aw a sh を加 えた． コ ン ト ロ ー
ル と して 薬剤の 代わ りに 生理食塩水を使用 し， 37
0
C で
1 時間接触させ た後， McCoy
，
s5 Aw a sh に て 2 回洗浄
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くcナ
Fig， 2． くal Cultiv ated osteo s a rc o m a c ells fro m an llye a r old boy くc a se41
in a
b。ttle． X160． くbl Oste o s a r c o m a c olo ny growing in s oft aga rくin v erted micr o
－
sc opel． X160． くcI M o rphologic al ap pea r a n c e of a n o ste o s a r c o m a c olo ny with
Papa nic ola o u
，
s stain ． XlOO－
Base Laye r二く1．Omり
Plating Laye rこく1．Omり
5X 用5 tum o r c eIIsin
do uble e nriched CM R L
With O．3％ aga r






t ■ ■ ．
Do uble s oft aga r
En riched McCoy
，
s w a sh
With O．5 ％ aga r
Fig． 3． Co mpo n e nts of do uble soft aga rfo rtu m o r c olo nyfo rming a ss ay－
し た く1．000g で 遠心う．
2 ． 持続接触の 場合
3X lO6個ノmlの 細胞浮遊液 を0．5 ml， 0．3 mlの 薬
剤 に， 1 ．9ml double e n riched C M R L を加 えた ． コ
ン ト ロ ー ル は薬剤の 代わ り に 生 理 食塩水 を使 用 し，
37
0
Cで約 1 時間 pr ein c ubate した ． そ の 後， 3％寒天 を
0．3 ml加 え 最終濃度 0．3％の 軟 寒天 と し， 3 ディ ッ
シ ュ の ba s elayer上 へ 分注， 播種 した．
VI． ニ 重 軟寒天培 地 の 培養
以 上 の よ う に して ， 播種さ れ た腫 瘍細胞を含む
べr
リ デ ィ ッ シ ュ を， 37
0
C水蒸気飽和状態 で ， 7．0へ 7，59b
炭酸 ガ ス 培養器内で 培養 した．
耶1． コ ロ ニ ー の 算定と 同 定
細胞播種後， 倒立 顕微鏡下 で経時的 に 観察した． 約
骨肉腫 の tu m or c olo ny fo r ming a ss ay
亜 時間以 内に は個々 の 細胞く特に コ ロ ニ
ー 形成細8削
が分裂を開始し， 1週 間前後で 細胞集塊， す なわ ち ク
ラスタ
ー く7 へ 50個の 分裂細脚削 が観察 され ， 2 へ 3
過後に は コ ロ ニ
ー く50個以 上 の 細胞集団1 が み ら れ る
ように な っ たく図2 ，bう． ま た， 4週 を過ぎる と細胞自
己融解が起 こ っ てく る た め， 通常 2
へ 3 週目で対照
群及び薬剤接触群と も コ ロ ニ
ー 数 を算定 し， 各制癌剤
の化学療法効果を その 抑制率か ら判定 した． コ ロ ニ
ー
算定に は倒 立 頗微鏡 ， ま た は， a utO m atic particle
cou nte rtHa ndex C P
－2000J を用 い た．
形成され た コ ロ ニ ー を マ イ ク ロ ピ ペ ッ トで 取 り 出
し， その 形態お よ び Papanic olo a u染色 に よ り， 腫瘍細
胞か らなる こと を確認 した く図2 ，Cう．
肌 制癌剤の 選 択と 濃度， お よ び持続時 間 の 設定
感受性試験 を行う制癌剤 の 濃度は， 臨床で 使わ れ る
時の血 中濃度 を参考に して決定し たく表 2プ． す なわ ち，
Von王loffの 報告用 に 従 い ， ヒ ト に 投与 され た 際の 血
中最高濃度の 約1ノ10 の 濃度 を標準値と して設 定 した．
選択値用 した薬剤 は， 骨悪 性腰 瘍 に 対 し臨床 で 比 較的
効果を期待さ れ て い る adria mycinくA D Ml， a Cla rubi－
Cin 仏CRl， Cis－platin u mくCD DPl， Vin c ristin eくV C Rl，
m ethotr ex ateくM T Xlを代表と して 用 い た． さ らに ，
actino mycin D くA C DJ， 活性 型 の 4－hydroper o xy
CyClophospha mideくC P Ml， DTI C，ifospha mide， の 薬
剤で も検討した．
すべ て triplic ateく3 ディ ッ シ ュlで 行 い ， 薬剤との
接触時間は， おお むね 1 時間と した が， 代謝桔抗剤 で
ある M T Xは2週間持続接触 と した ． ま た， 濃度 も大
量療法として の 使用 量 で 設定した ．
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伏 ． 統計学的検定法
各方法 で の コ ロ ニ ー 形成， コ ロ ニ ー 形成率， お よび
単層培養 に 要 した期間に つ い て は， 平均値 士標準偏差
くm e a n士S Dl を算定 し た． ま た， 統計学的処 理 は




工 ． 薬剤無処理群 に お ける コ ロ ニ ー 形成 に つ い て
1 デ ィ ッ シ ュ く播種細胞 5 xlO5個つ あ た り， 5個以
上 の コ ロ ニ ー 形成が み られ たも の を 一一コ ロ ニ ー 形成能
あ り
，，
と した ． また ， 30個以上 の コ ロ ニ ー 形成が み ら






コ ロ ニ ー 形成
率くplating effic e n cy， P El は ，
P Eく％1 ニ
形成 され た コ ロ ニ ー 数




1 ． 原法 くsta nda rd m ethodl に お ける コ ロ ニ ー 形
成に つ い て
骨肉腫 に お け る コ ロ ニ ー 形成能は 21検体中15検体
くn ．4％1 に み られ た もの の ， 感受性判定可能率は，
21検体中6検体 く28．6％1 と 3割 に満 たな か っ た ． ま
た， P E は 0．0039士0．0025くm e a n士S Dlと， 一 般の病
歴の PE よ り は るかに 低い 値で あっ た く表 3ン．
2 ． 改良法 に よ る コ ロ ニ ー 形成に つ い て
23検体 の う ち 2検体 は， 単層培養に て増殖が認 め ら
れ なか っ た ため a ss ay へ 導入 で き な か っ た が， 培養増





A dria mycinくA D MJ
Acla r ubicin くA C RJ
Cis－Platin u mくC D D Pン
V in c ristin eくV C RJ
M ethotr e x ateくM T XJ
林
Actin o mycin D くACDン
4－hydr operoxy cyclopho sphami deくC P MI












u s ed a shigh－do s e chemotherap y．
疎 ヰ dim ethyl－tria z e n o－i mi da z olerc a rbo x ami de．
Dr ug c o n ce ntr atio n w a s cho se n a s ap pr o xim ately o n e－te nth the pe ak pla s m a
C O n C e ntr atio nin hu m a npha r m a c okin etic studies．
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殖可能で あ っ た 21検体す べ て 5個以 上 の コ ロ ニ ー 形
成を認 め， 91．3％の コ ロ ニ ー 形成能 で あ っ た
．
さ ら に
30個以 上 の コ ロ ニ ー 形成は 18検体 78．3％に 認め る よ
うに な り， 原法 と比較 し感受性判定可能率は有意に 上
昇 したくpく0．01う． P E でみ る と， 0．0 164 士0．021 と
極め て高い 値 を示 す よう に な っ た くpく0．01う．
3 ． 改良培養 に よ り， 実験 に 倶 す る まで に 十分な増
殖くシ ー ト状I に 要 した時間 は， 採 取材料 を と わ ず
平均18．7 士4．4 日 で あ っ た ．
H ． コ ロ ニ ー 形 成細胞の 制癌剤感受性の 検討
各制癌剤 の感受性 を コ ロ ニ ー 形成 抑制率 で表 わ し
た．
コ ロ ニ ー 形成抑制率 くpe r ce nt c olo nyinhibitio nlニ
トコ三三三表警ゴ警習讐竺慧這うト00く％1
図 4 は感受性判定可能で あ っ た 6検体 に つ き， 各々
5薬剤に 対 して の感受性 を原法と改良法の 両者 に お い
ての 相関を， 70％コ ロ ニ ー 抑制と 50％コ ロ ニ ー 抑制の
Table 3． Gr o wth of TCFUs of o ste os a rc o m a
2点 に cut－ Offpoint を設け検討し た もの である
． 70％
コ ロ ニ ー 抑 制 で 感受 性 あ り と 判定 し た 場合， true
S en Sitiv e rate70％， tru e r e Sista ntrate90％で ， 全体
と し て の 相 関は 83．3％で あ っ た
． 同様 に ， 50％コ ロ
ニ ー 抑制で感受 性あり と判定 した場合， tru eSe nSitive
r ate83．3％， tru e re Sista nt r ate9116％で あり， 全体
の 相関 は8 6．7％と極め て高い も の で あ り， 70％， 50％
コ ロ ニ ー 抑制 のい ずれ の c ut－ Offpoint に お いても， 両
者 に お ける感受 性薬剤及 び抵抗性薬剤の 正診率に高い
相関が認め ら れた くpく0．0い． ま た， 両者の コ ロ ニ ー
形成抑制率を回帰分析 す ると ， r こ 0－731 の高い相関を
示 す こ と が明 らか と な っ た く図51．
一 方， 症例 11に お け る単層培養細胞を用 い ， 1代，
2代， 3代， 4代， 5代及 び 10代目の 継代培養された
それ ぞれ の細胞群に つ き， T C F Aに よ る制癌剤感受性
を 9薬剤 に つ い て検討 した と こ ろ ， prim a ry c ulture
と して の原法 と， 第1代継代培養 く1st cultu rel とし
て の 改良法に おい て， 両 者は ほ ぼ近似の 感受性を示し
た
．
しか し， 2代， 3代 と継代 を重ね る に 従い その感
No ． of No． of gr o wth No． of gr o wth Plating牛
M ethod spe cim e n 之5 c olo nie sJdish十 之30c olo nie sノdish十 effic en cy
tested く％l く％J く％1
Sta nda rd m ethod 21 15く71．41 6 く28．61 0．0039土0．0025
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Tr u 8PO Sitiv8 r ate 1 5ノ1 8く83．3 ％1 0v e r 81l c o r r 8l tio n r8 te 26ノ30く86．7 ％1
Tr ue n egativ e r at8 11ノ1 2く91．6 ％l signific 8 nt C O r rel8tio n o ccu r r8dくpく0．0り ．
Fig．4． Com parison ofchem o se n sitivity o n sta nda rd m ethod a nd m odified m ethod by the
Cut－ Offpoint o n70％ c olo nyinhibitio nくala nd 50％ c olo nyinhibitio nくbl．
Six oste o sa rc o m asくc a sel， 3－2， 5， 6－2， 7T2 and ll－1 in Table llw e re studied fo r e a ch 5
dr ugs－ Individual drugs a r eillu str ated by differe nt symboIs， re Spe Ctiv elyニ 0， adria －
mycinニ Ej， a Cla rubicinニ ー ， Cis－platin u mi A ， Vin c ristin eトム ， m ethotre x ate．
Fig．5■ Relatio n ship of che m o s e n sitivity betw e en
Sta ndard m ethodくx， a nd m odified m ethodくyJ．
Ea chpointsfr o mFig．4 w a s replottedto obtain a
m Or ea c c u r ate relatio n ship betw e endata fro m
the sta nda rd m othod a ndthis method．
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受 性に バ ラ ツ キ が出現 し， 原発巣の 性質 は徐々 に 失わ
れ て い く 傾向が う か が えた ． さ ら に 5代目か ら 10代目
はほ ぼ同様の 感受性を示 し， 一 定化す る傾向を認めた
く図6う．
考 察
工 ． Tu mor c olo ny fo r min g a ss ayくT C F AI
l ． そ の 概念と歴史
各種の 腫瘍は ， 腰瘍細胞か ら問質構成細胞 に 至 る ま
で種々様 々 な細胞集団の 集大成と し て構成さ れ， その
中に は， その 細胞自身が分裂増殖 する 能力 くc apa city
Ofs elf－r e n e W aり をも ち， その 結果， 子孫と な る細胞
を増や して い く こ との で きる細胞が存在す る． こ れ は
＋t
tu m or ste m c ell
，，
と 呼称さ れ たが ， この 言葉 は血液
学の 領域 で の 造血 幹細胞 に な ぞ ら え， 腫 瘍幹細胞
圧u m o r ste m c ell と い う概念 で 腫瘍生物学 の 分野で
想定さ れ たも の で ある1 9J 抑
十 九 Salm o n8z Ha mbu rge r川 2りは， 軟寒天培地内
で コ ロ ニ ー を形 成す る細胞 をtu m o r c olo ny fo r ming
u nitsくT C F Usl と 呼称 した． こ れ と tu m o r ste m c ell
の 両者が 同 一 の もの で ある か は， い ま だ仮説の 域 をで
てい な い が， 幹細胞 と は生体 に お い て腫瘍増殖に あず
か る細胞で あ り， コ ロ ニ ー 形成細胞は生体よ り摘出さ
れ ， in vitro 環境下 に 移さ れ ても な お コ ロ ニ ー を形成
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しつ つ 増殖能 を示す細胞 で あ ると の 定義221が ， 最も 明
確 か つ 妥当と 考え られ て い る ．
実験的に は， 寒天培養 での 確 立 され た He La 細胞の
C ell lin eの ク ロ ー ン化 は Pu ch 盈 Ma r c u sZ 3Iに よ り，
ま た， 正 常 造 血 母細胞 の Clo n al a s say は Till 及
M cC ul lo ch2 4牝 よ っ て 開発さ れ た． そ の 後， 正 常顆粒
球 ， マ ク ロ フ ァ ー ジ母細胞お よび マ ウ ス 骨髄細胞 を二
重軟寒天培地 に 用い る c olo ny a ss ay法 が Bradley 晶
M etcalf
25Jと ， Plu znik8t Sa chs2 61らに よ っ て 開発さ
れ た． こ れ ら を契機に ， Ariz o n aCa n c e rCe nte rの
Ha mbu rge rら
21りまヒ ト骨髄腫中の コ ロ ニ ー 形 成細胞
の培養法を確立 し， hu man tum or c olony for ming
くste m c ellJa ss ay と して発表 した． そ の 後， 諸家に よ
り次々 に ヒ ト固形腫瘍の コ ロ ニ ー 形成細胞の 培養成功
が報告さ れ2 7ト 301， い ずれ もin vitro感受 性試験の結果
と臨床反応が比較検討され ， それ らの 高い 相関性が注
目され る よう に な り31I現 在に 至 っ て い る ．
2 ． 骨肉腫 へ の 導入
肉腫 へ の T C F Aの 導入 は， Vo n Hoff ら1 51の 17例
を含め， A lley ら
3 21の 15例 ， 井上 ら3 31の 11例な ど極 め


















骨 肉腫 へ の 応用 はほ と ん どな い ． これ らの 理 由として，
非 上 皮性 の 肉腰細胞 は培養 が困難 で あ る こ と や，
Clnoge nicity が低 い こ と
1 71
， さ ら に は 症例 の絶対数が
少な い こ と が挙げられ る． 著者が T C F Aを骨軟部肉腫
系 に 応用 ， 導入 す る際 に ， ま ず骨肉腰 を選 択した理由
は， 第 1に ， こ こ 数年来骨肉腰 の 化学療法の 方向が，
Ro s e nら 叫 の 示 す AD M， V C R， M T X， C D Pを主軸
とす る も の に 定ま っ て きて お り， 臨床的に も飛躍的な
効果 をも た ら して き て い る こ と か ら， TCFA の真価の
検討， 特 に 臨床と の 相関性を知 るう え で好都合である
こ と ， 第2 に ， 実際 の 臨床に お い て ， 前述薬剤に抵抗
性あ る い は耐性を獲得 した と思 わ れ る 骨 肉腫の 肺転移
症例 の 治療 に あた り， 制癌 剤感受性試験に よる効果的
薬剤の 選 択決定は， 必 要不可欠の 問題 で あり急務を要
す る と い う 点 に あ る．
I
．
Tu mo r c ol ny fo r ming a ss ay の 改良
1 ． 改 良法の 開発
Vo n Hoff ら3 51は腫 瘍採取材料別 の T C FA に関す
る価値 あ る考察と して， 胸， 腹水 か らの 材料や広範な
転移巣か ら の 材料は， 高 い Clo n ogenicity を有してい
るが ， 一 方， 原発固形腫瘍の 低 い Clo n oge nicity は， 機
Prim 8 rY Ist nnd
寓悪臨豊dJ
mrd IVth Vth Xth
くge n e r ationl
Cultiv8ted o st80S 8 r C O m 8 C ettS
Fig． 6． Relatio n ship of chem o se n sitivity betwee n prim a ry c ultu r eくsta ndard m etho即 a nd
first ge n e r ated cultu reくm odified m ethodl． A spe cim enくm eta static m aterialJfr o m a23
ye a r oldm a nくca s e11 w a s studied fo r9 drugs． Individu al drugs a r eillu str ated by
differ ent symboIs， re Spe Ctiv elyニ 0， 卑dria mycin ニ 砂 ， a Cla rubicinニ ム ， Cis
－ platin u mi X ，
vin c ristin eニ 0， m ethotr e x atei ホ ， a Ctin o mycin D トム ， CyClopho spha mideニ ロ ， D T T Cニ P ，
ifo spha mide．
骨 肉腫 の tu mor c olo ny fo rming a ss ay
械的に固形腫瘍 を分離 し， 単離浮遊細胞 と す る こ と の
困難さ を示す と述 べ て い る ■ その 間題を解決 す べ く，
Slocu mら
抑 や Ma cKinto sh ら3 7恨 ， 固形腫 瘍分離に
colagen as e， pr On a Se， D Na s eな どの 酵素 を用 い て 高
い Clon ogenicity の 獲得を証明 ， 報告 して い る． 著者も
骨肉腫材料に 対 し， す べ て この en zym atic al disag gre－
gatio n m ethod を用
い て 単離細胞浮遊液 を調整 した．
また， 高い Clonogenicity を得るた め の 手段と し て ，
Courte n ay ら
3 SJは ， ヌ ー ド マ ウ ス や 免疫抑制 マ ウ ス へ
の膿瘍移植を試み ， 増殖 し た腫瘍よ り再 び腫瘍細胞 を
詞整し T C F Aに 応用 し て い る． Buick ら3 91や ， Car n ey
ら彗 右 単層培養化す れ ば腰 瘍の 性格は若干変わ っ て
くるもの の ， 繰り返 し実験が 可能な こ と， 大量の 材料
を
一 度に獲得 で きる こ と， C O ntr OIstudy と して絶対的
である こ とを利点と して 挙 げて い る ． こ の よ う に 受 動
的に動物へ 移植した り， in vitr oを経過 させ た り する
ことは， 腫瘍細胞の コ ロ ニ ー 形成能の 選 択的陶汰 へ の
誘導で あ り， そ れ に よ り P E が高く な る と Ro s e n－
blum ら 相 は述べ て い る ．
そこで 著者は， 固形腰瘍と して の 骨肉腫 材料 を単離
細胞浮遊液に した状態か ら， い っ た ん 単層培養系 に
移行して 細胞増殖 をは か り， 再び 単離細胞浮遊液 に 調
整してか ら TCF Aを行う ， 新 し い 方法 を 開発考案 し
た
．
一 般に 単層培養系で は， 腫瘍細胞 に 混 っ て， fibro－
blastの増殖も さか ん に 認め られ た が， 本 a ss ay に お
ける二 重軟寒天培地で は， fibr oblast は 二 層の 軟寒天
の境界面に 移行して コ ロ ニ ー 形 成に は参加 せ ず， その
増殖が抑制さ れる 方向に 働い た 刷 ．
原法と改展法の Clo n oge nicity を コ ロ ニ ー 形成能，
感受性判定可能率， P Eに よ り比較検討 し た ． その 結
軋 コ ロ ニ ー 形成能 は 原法の 71．4％に 比 し， 改良法
の91．3％とか なり上 昇を 示 した
， 特 に ， 感受 性判定可
能率は原 法 の 26．6％に 対し， 改良法の 78．3％と明 ら
かな差を認め た． 同時に P E も 0．0039士 0，0025 から
0■0164士0．0121 と有意に 上昇 し， 癌腫 の そ れ に 匹 敵す
る有意義な値を得た．
2 ． 改良法の 確立
TC F Aに お い て コ ロ ニ ー は ， 単 一 細胞 の 繰 り返 さ れ
る細胞培化に よ り形 成さ れ るが ， 中に は腫 瘍 に 混在し
た造血系の幼君細胞 くマ ク ロ フ ァ ー ジ ， リ ン パ 球， 顆
粒恥 も ー 部 く約 20％ン に コ ロ ニ ー を形成 しう ると さ
れている3 6l． こ れ らの 細胞が c o ndito nirlgfa cto rと し
て作用 する こ とは， Ha mburger ら2 8切 研究 に お い て，
マ ク ロ フ ァ ー ジを完全 に 除去 し た材料で は， TC F Us
のコ ロ ニ ー 形成能が低下す る こと で 示 さ れ た
．
す なわ ち，
マ クロ フ ァ ー ジは s olublefa cto rを通 して， 免疫細胞




であ る と述 べ て い る ． これ らの 事実をふ ま えて ，
30個以 上 の コ ロ ニ ー 形 成を得 た も の の み を制癌剤感
受性判定可能と す る こ と は， 理 論的で ある と考 え られ
る
．
形 成さ れ た コ ロ ニ ー を Papanic olao u染色 した と こ
ろ，ノ骨肉腫細胞 の 同定 こ そ不能 で あっ た が， NノC 比，
核の 大小 不 同な どの形態学的検索に よ り， 腫瘍細胞 よ
り成 る こ とが 証明さ れ た．
原 法と 改良法の 制癌剤感受性の 検討 で は， 70％お よ
び 50％ コ ロ ニ ー 抑制 に お い て c ut． offpointを設 け評
価し た結果， い ずれ に お い て も， 両者は感受性薬剤お
よ び抵抗性薬剤の 正 診率に 相関が認 められ た ． また ，
回帰分折 に お い て も両 者に 高 い相関性が認め られ た こ
と よ り， 改良法の 制癌剤感受性試験の結果は ， 原法の
それ を適確 に 反映す るも の と 考え られ た
．
さ ら に ， 骨肉腫 継代培養過程に お ける制癌剤感受性
の 変化を み ると， Prim a ry c ultu reの 腫壕細胞 と継代
培養さ れ た腰癌細胞の 両者 は， 1 旬 2世代の 継代で あ
れ ばほ ぼ同等の制癌剤感受性 を示 した こと も， 改良法
が T C F Aの 一 方法と して 有用 で ある こ と を示 唆 す る
重要な傍証に な る と思 われ た
．
以 上 よ り コ ロ ニ ー 形成能 が 高く， P E も癌腫 に 匹敵
する 高さ を有 し， か つ ， 制癌 剤感受性性も原法と ほ ぼ
同等で ある こ とが 判明 した こ と よ り， 改良法 は， 骨肉
腰 に お け る T C F A と して十分に そ の 意義 を満た す も
の と考 えら れ た．
m ． T C F Aの 問題 点と将来の 展望
臨床 に応用 しう る制癌剤感受性試験の 条件と し て，
1う 正 確に 臨床効果 の 予 言性 の あ る もの で ある こ と，
21 比 較的簡便 で か つ 迅速に 判定で きる もの であ る こ
と ， 3う少 な い 臨床材料 で も実施可能で ある こ と， 4I
種 々の 制癌剤 に応用 可能で あ る こ と， 5う 評価が客観
的で ある必 要が あ り， 試験の 成功率が高い こ と， な ど
が あ げられ る
．
T C F A は， 前述 5条件は ほぼ 満た して い る と思 わ れ
る が， 骨肉腫 を対象 と した場合， コ ロ ニ ー 形成能お よび
P Eの 低さ が最 も大 き な壁と な っ て い る ． こ れ ら を高
める 方法と して， 低酸素濾度に お ける培養 榊 4I， 上 層の
培地 を液体培地 とす る 方法45や ， C ell fr e e as cite sを
培地と し て使用 す る方 法吋 な どが行わ れ報告さ れ て い
るが ， い まだ有効な 成果を上 げる に い た っ て い な い ．
著者の 方法は これ らの 障害を克服 し， か つ 臨床反応 の
予 言性 も高く ， 生 検 な どの 少な い 臨床材料か らで も，
単層培養 を経 て多量 の 細胞が獲得 でき， T C F Aへ 実施
可能と な っ た こ とが 示 さ れた ． しか しなが ら， 第 2の
条件で あ る時間的猶予 に 関して は， 従来の 方法よ り も
さら に 平均 18．7 日 を要す る こ と は， 今後の 問題点と し
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て さ ら に改良 の余地が残さ れ て い る ． Taniga w aら
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は， T C F A の培養手技 と a utor adiography の 利 点 を
応 用 し， コ ロ ニ ー 算 定 以 外 の 立 場 よ り 評価 を行 う
scintillation a ss ay を試み て お り， 腫瘍採取 5日後 に
制癌剤 の 作 用 機序 に 関係 な く 結果 が判定可能で あ る
くrapida s sayl こ と を強調 して お り， 傾聴す べ き で あ
ろう ．
一 方 ， in vitro制癌剤感受性試験 に お い て ， 検討薬
剤の 濃度や薬剤 との接触時間の 設定は重要な問題 であ
る． 著者 は， ヒ ト に 対す る化学療法時の腫瘍内濃度 に
準拠 し， よ り 臨床 に 近 い 環境 と し て 決定 し た Vo n
Hoffl封の方法 に従 い， ヒ トに 投与 され た 際の 血中最高
濃度 の約 1ハ0の 浪度 を標準値 と して設定 した． 実際に
こ の演度は， O n e Shot静往時のP－pha s e起始 部に お け
る濃度 に ほぼ 一 致 し， また ， 1時間接触 に よる細胞死
の検討は， C X Tく血中濃度と時間の積フが腫瘍細胞 の
殺作用効果 と最も相関す る と い う 点か ら， 合理 的な設
定条件欄 と い え る．
もう 一 つ の問題点 と して ， m a Sked c ompo u nd へ の
対処が あげら れる ． 著者 は活性型の C P M を使用 して
い る が， 今後の課題 と して残 され る で あろう ．
さ ら に 重要な問題 は， e n Zym aticaldisag gr egatio n
を用 い る 方法で あ っ て も 完全 な単離細胞浮遊液 を作成
す る こ と が 困難であり， C ellag gr egate sが種 々の 割合
で含 まれ る こ とが不 可避であ る点に あ る． こ れ ら が
コ ロ ニ ー 算定上 の誤差 の 1つ とな る こ とが 指摘され て
い る が 欄 ， 改良法の 単層培養系 を介す る 操作 は， C ell
ag gregate sの 浪人 を最少限に 阻止 し， コ ロ ニ ー 算定の
f alse po sitiv eを未然に 防 ぐ こ と に 貢献 し て い る もの
と思わ れ た．
今後， 臨床の場で 骨肉腫 の 制癌剤感受性試験と して
本法 を用 い てい く方針で あ る が， 同時に ， 骨肉腫 の み
な ら ず， 広く整形外科領域の 骨 ． 軟部に 発生す る肉腫
系に も改良法 を応用 し， そ の 有用性 を検討 した い ．
結 論
著者は骨肉腫の制癌剤感受性試験と し て 15症例，23
検体 を用 い て， T C F Aの 原法お よび 新 しい 改良法を行
い 以下の結論 を得 た．
1 ． T C F A の た めの細胞を収集す る に あた り， い っ
た ん単層培養 を行っ た上 で ， 再 び腫瘍瀾胞 を獲得し，
a ss ay に 用 い る 方法と して 新 し い 改良法 を開発 した．
2 ． 庶 法 で は コ ロ ニ ー 形 成 能は 71 ．4％， 感受性判
定可能率 28．6％， P E O．0039士0．0025 で あっ たが， 本
法 で は コ ロ ニ ー 形成 能 91．3％， 感 受 性判定可能率
78．3％， PE O．0164士0 川121 と有意 に 上 昇 し， 特 に 感受
性判定可能率が 上昇 した こ と か ら感受性試験と して十
分に 有用 と考 えら れ た．
3 ． し か し な が ら本法 で は原法に 比 し， 単層培養
の た め に ， さら に 18－7士4．4 日 を費す 必 要が あっ た
．
4 一 本法 に お ける制癌剤感受性の 結果は， 原法のそ
れ と ほ ぼ 一 致 し た結果 を示 し た こ と か ら， 骨肉腫の
T C F A の一 方法 と して用 い う る も の と思 われ た
．
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Abstract
Tu m o r c Olony fo r ming a ss ay くT C F AJ ha sbe e ndem o n strated a s o n e of the m ost reliable
chem ose n Sitivity te sts fo rthe a cu r ate pr edictio n of the clinic al r espo n s e sto a ntica n c e rdrugs．
Ho w ev er， it ha sbe e n r epo rted that T C F A fo r m align a nt bo n etu m o r s， eSPe Cia11y oste osa r com as，
res ultsin the lo w gr o wt hrate of tu m o r c olo ny fo r ming unitsくT C F UsJa nd thede c reased platihg
effic e ncy a s c o mpa r ed withtho s e of othe r c a rcin om a s． In this study a m ethod w a sdesign ed in
Orderto e n su r e a u sefl ap plicatio n of T C F A fo r o ste osa r co m a s． T his n e wm ethod w a sde v el－
OPed by m odifying the sta ndard m ethod of Salm o n a nd Hambu巧e rin the follo wing points．
Afterdis so ciating t he s olid tu m o rsinto sl ngle c ellsby e n zym atic digestio n，t he c ells w ere c ul－
tu red in R P M I－1 6 4 0m ediu m with 1 5％ fetal c alfs e ru mu ntil t he m o n olayer be c a me n early
C O nflu ent
，
a nd the c ells w e r eha rv e Sted fo rse eding o ndo uble s oft agar plate s a nd t he n u mbe r of
T C F Us w as a ss ayed－ T he sta nda rd m ethod of T C F Aw a st ried with 2 3specim e n s o ut ofthe 1 5
0Ste O S ar C O m a C aS e S， but the r ate of c olo ny fo r ming abilityく7 1．4％Ja nd the plating effic en cy
く0．00 39 士0．0 0 2 5， m e anjIS DJ w er elo w ． On the ot he rha nd
，
t he m odified m et hod in c r e a s ed the
r ate of c olo ny fo r ming ability to 9 1．3％ a nd the plating effic e n cyto O．0 16 4士0．0 0 1 2 l． Espa cial－
1y，the gro wth r ate of T CFUs s u c c e ssfully submitted fo rt he che m o s e n sitiv tytest w as m a rkedly
impr o v ed fr o m2 6．6％ by the sta nda rd m ethod to 7 8．3％ byt his m ethod． T he che m o s en sitiv ty
to six oste osa r c o m as by this m et hod w as e x a min ed with 5 drugs and the data wellagr e ed wit h
thos e obtain ed by the sta nda rd m et hodくpく0．0 1l． Itw a s c o n cluded that t his m eth。d w as u s eful
a nd effic e nt fo rthe T C F Aofo ste o sa r c o m as．
